絶滅危惧植物アツモリソウの培養による育苗と野生・栽培個体の遺伝子解析(総合政策研究科博士論文(概要)) by 小山田 智彰
－ 83 －
総合政策研究科博士論文（概要）
絶滅危惧植物アツモリソウの培養による育苗と野生・
栽培個体の遺伝子解析
環境・地域政策系生態・景観と環境管理分野　小山田　智彰
　アツモリソウ（Cypripedium macranthos Sw. 
var. speciosum（Rolfe） Koidz.）は、岩手県に自
生する絶滅危惧植物の中で唯一、国の定める「絶
滅のおそれのある野生動植物の種の保存に関する
法律」において「特定国内希少野生動植物種」に
指定されている植物である。本研究では県内のア
ツモリソウ自生地を調査し、この種が置かれてい
る厳しい現状を明らかにした。アツモリソウ属植
物の増殖については、すでに無菌播種法を用いた
人工増殖が実施され、発芽および苗作出の成功例
が報告されているものの、未だ実用レベルには達
していない。そこで、無菌播種法による苗生産の
課題を明らかにした上で、新しい増殖法を開発し
た。さらに、多様性を維持しながら野生集団を保
全するのに必要な情報を得るため、遺伝学的解析
を行った。県内に分布するアツモリソウ自生個体
は極めて少ないが、過去に採取された個体が地元
で栽培されており、かつて存在した野生集団の遺
伝学的組成を再現する手がかりになり得る。本研
究では、アツモリソウの集団内と集団間およびア
ツモリソウ属の種間の遺伝的変異性について解析
した。結果は以下の通りである。
1 ） 岩手県におけるアツモリソウ自生地の現状
　2007 年から 2010 年にかけて県内を調査して確
認できたアツモリソウ自生地はわずか 6カ所であ
り、どこも個体数は極めて少なかった。種子形成
は見られなかったが、3カ所の開花個体近くに発
芽個体が確認された。内 2カ所の周辺に他のアツ
モリソウ個体は見られず、発芽個体は自家受粉の
種子由来と推測される。
2 ） 苗生産法の開発
　アツモリソウの培養による育苗について検討し
た。現在、ラン科植物の苗生産に広く利用されて
いる無菌播種法（従来法）は、密封した培養容器
内の発芽用培地に種子を播いて発芽させ、発芽個
体を生育用培地に継代して苗を生産する方法であ
る。著者はすでに無菌播種法において、アツモリ
ソウの発芽率を飛躍的に向上させる小山田固形培
地（特許取得）を開発している。しかし、この方
法は発芽に関して高い効果が得られるものの、そ
の後の生育において、「発芽から生育停止が何度
も起こる」「エチオレーションが発生する」「容器
内の空中に根が伸長し黒変して枯死する」といっ
た課題を抱えている。そこで、無菌播種法とは
異なる培養法として、従来アツモリソウでは取り
組まれることのなかった無糖培地培養法に注目し
た。まず、バーミキュライトとロールペーパーを
組み合わせた培地支持材料に、小山田固形培地を
改変した液体培地を添加した「Paper　Lite 培地」
（PL培地）を開発した。これに通気と低温処理を
加えると、高い生存率が得られることを確認した。
　90 日の低温処理を受けた個体は、その後の成
長で草丈、葉数ともに最も高い値を示した。低温
処理後、150 日間 20℃で培養した個体について
従来法と比較したところ、草丈、葉数、全重量、
根数、越冬芽数について PL培養法が有意に高い
値を示した。PL 培養苗 100 個体を野外自然林に
移植して 1年後、84％が生存し、5％が開花した。
本研究によって新たなアツモリソウの苗生産法が
確立されたと言える。
　この方法では培地に植物ホルモンを一切使用し
ないため、体細胞変異を生ずる確率は低い。ま
た、交配後の種子を発芽・生育させる培養法であ
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り、得られた苗はカルスを経て増殖されたクロー
ン苗とは異なる。遺伝的多様性は保たれており、
アツモリソウの自生地復元において効果が期待で
きる。しかし、そのためには前もって野生集団お
よび栽培集団の遺伝学的な解析を進めておく必要
がある。
3 ） 遺伝子解析
　国内に自生するアツモリソウ野生個体につい
て、遺伝子解析の前例はない。また、栽培されて
いるアツモリソウ集団では、他の国内種や外国種
との混交も予想される。そこで、遺伝学的な分析
対象として、岩泉町、大迫町、遠野市のアツモリ
ソウ野生個体と栽培個体を、国内種としてレブ
ンアツモリソウ（C. macranthos Sw. var. ﬂ avum 
Mandl.）、ホテイアツモリソウ（C. macranthos 
Sw. var. macranthos）、キバナノアツモリソウ（C. 
yatabeanum Makino）、カラフトアツモリソウ（C. 
calceolus L.）、およびクマガイソウ（C. japoni-
cum Thunb.）を、外国種としてC. ﬂ avum P.F. 
Hunt & Summerh.、C. henryi Rolfe、C. reginae 
Walter を用いた。
　種の保存法に基づいた環境省への届け出後、個
体から新鮮な葉を採取した。液体窒素で粉末に
した後、ISOPLANT を用いて抽出した DNAを
PCR によって増幅した。プライマーの選択にお
いては、従来、ユリ科植物の解析に用いられてき
たものを参考にした。実験の結果、最適なアニー
リング温度を見いだした。PCR-RAPD法と PCR-
RFLP 法では充分な結果が得られなかったが、
e-RAPD 法では本研究で開発した三つのプライ
マーがDNAマーカーとして有効だった。ポリア
クリルアミド電気泳動の結果に基づき、近隣結合
法で系統樹の作成を行った。
　アツモリソウと同属国内種あるいは外国種との
遺伝的差異は明らかで、遺伝子の混交はみられな
かった。地域は異なっても、野生個体同士は遺伝
的にまとまっていた。しかし、同一地域由来であ
るはずの野生個体と栽培個体同士は遺伝的に離れ
ていた。今後、自生集団の復元を行う際には、本
研究の結果を踏まえながら遺伝的多様性の分析を
進め、地域固有の遺伝的特性、遺伝子流動の実態、
集団間の分化を明らかにする必要がある。
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